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RÉSUMÉ 
Multiplication des Salmonella dans 
la viande hachée 
CONCLUSIONS GENERALES 
par M. CATSARAS* et D. GREBOT** 
Les résultats d'une large expérimentation portant sur l'inoculation de 
Salmonella (typhimurium, enteritidis, paratyphi B, senftenberg) dans des 
échantillons sélectionnés de viande hachée de bovin, sont analysés dans leur 
ensemble. 
La multiplication des Salmonella à + 6 ° C est mise en évidence. 
La recherche des Salmonella dans 10 g, 1 g et 0, 1 g conduit à chiffrer 
les résultats faussement négatifs à 7,01 % des cas (68 tubes sur 960). Les 
conséquences sur la doctrine de recherche des Salmonella sont analysées. Le 
cas des toxi-infections alimentaires est envisagé. 
Mots clés : Salmonella - Multiplication - Recherche - Viande hachée. 
SUMMARY 
MULTIPLICATION OF SALMONELLAE IN MINCED MEAT 
GENERAL CONCLUSIONS 
The results of a large experimentation relative to inoculation of Salmo­
nellae (typhimurium, enteritidis, paratyphi B, senftenberg) in selected samples 
of bovine frozen meat, were analyzed in complete way. 
Multiplication of Salmonellae at + 6°C was demonstrated. 
Search of Salmonellae in 10 g, 1 g and 0.1 g leaded to estimate the falsy 
negative results at the level: 7.01 % (68 tubes out of 960). Consequences 
for doctrinal point of view about search of Salmonellae was analyzed. The 
case of food borne diseases was examined. 
Key words : Salmonellae - Multiplication - Search - Minced meat. 
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Le présent mémoire traite de la valeur du critère « Absence de 
Salmonella dans une denrée alimentaire > sur le plan hygiénique. C'est 
un problème difficile, mais très important, car tous les spécialistes savent 
par expérience qu'une recherche de Salmonella négative n'est pas tou­
jours une garantie. 
Une expérimentation approfondie apparaissait donc nécessaire pour 
mieux connaître ce qu'il en est en réalité de la négativité dans le domaine 
de la recherche des Salmonella : ou bien cette négativité est le reflet de 
la vérité dans suffisamment de cas, ou bien elle cache une réalité diffé­
rente. 
Nous écrivions, dans le rapport D.G.R.S.T., publié en 1981 [3], 
qui abordait le problème : « Si la première hypothèse se vérifiait, on 
tendrait à confirmer que le critère d'appréciation : « absence de Salmo­
nella >, conserve toute sa valeur sur le plan hygiénique, dans la limite 
des conditions expérimentales, bien entendu. > 
« Si, dans le cas contraire, la négativité des recherches de Salmonella 
se révélait être trop souvent une image inexacte de la réalité, il faudrait 
prendre conscience du fait que, dans de nombreux cas, on se satisfait 
d'une fausse sécurité et que, par conséquent, jeter l'anathème sur une 
denrée dont il est montré qu'elle contient des Salmonella n'est pas une 
solution.> 
Les résultats expérimentaux obtenus ont déjà fait l'objet de trois 
publications : essais préliminaires pour S. typhimurium, à + 10° C et 
+ 6° C, en 1980 [l, 2], essais complets pour S. typhimurium et S. para­
typhi B, en 1984 [4], et pour S. enteritidis et S. senftenberg, en 1985 [5]. 
Au-delà de tels résultats techniques, la présente publication traite glo­
balement le problème posé, en considérant dans leur ensemble tous les 
essais effectués. Sur la base d'une contamination contrôlée, les conditions 
dans lesquelles les Salmonella sont ou ne sont pas mises en évidence au 
laboratoire sont précisées ; il est ainsi apporté un élément de réponse 
au problème soulevé : quelle valeur accorder au critère « Absence de 
Salmonella dans une denrée alimentaire > ? 
MATERIEL ET METHODES 
Seuls les principes de la recherche vont être rappelés ici, pour la 
bonne compréhension du texte. En effet, tous les détails relatifs aux 
matériel et méthodes ont été décrits dans la publication de base, en 
1984 [4], et secondairement dans la suivante, en 1985 [5]. 
La viande hachée congelée (de bovin) a été utilisée en vue de cette 
expérimentation, parce que celle-ci peut être facilement maintenue à son 
degré de pollution initiale, qu'elle est aisément inoculable et que les 
micro-organismes s'y développent bien. C'est, de plus, une denrée parti­
culièrement sensible du point de vue de l'hygiène des aliments. Au total, 
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4 souches différentes de Salmonella ont été successivement étudiées : 
S. typhimurium, S. paratyphi B, S. enteritidis et S. senftenberg. Pour 
chacune des s.ouches, parmi quelque 1 OO fabrications différentes, 16 lots 
de viande hachée, de 2 kg chacun, ont été sélectionnés en fonction du 
taux initial de pollution en germes banals : 8 lots à un niveau de pollu­
tion faible (de l'ordre de 103 à 104 par 1 g) et 8 lots à un niveau élevé 
(de l'ordre de 106 à 107 par 1 g). 
Le niveau de contamination en Salmonella ayant été fixé à deux 
valeurs : l'une faible (de l'ordre de 102 par 1 g), l'autre élevée (de l'ordre 
de 106 par 1 g), les combinaisons des différents niveaux de pollution en 
germes banals (G.B.) et Salmonella (S.) ont produit les cas suivants : 
GB + S + ; GB + S + + + ; GB +++ S + + +, GB + + + S +,et 
pour chacune de ces combinaisons, 4 températures d'entreposage ont été 
choisies : +25° C; + 10° C; +6° C; 0 +2° C, soit : 16 échantillons 
différents pour chacune des souches étudiées. 
Chacun des 64 échantillons ainsi constitués a été soumis à un proto­
cole d'examen, visant à déterminer quantitativement et qualitativement 
l'état des flores banale et salmonellique, à 5 reprises : après 24 heures, 
48 heures, 72 heures, 4 jours et 7 jours d'entreposage aux températures 
fixées. L'examen bactériologique a comporté les recherches suivantes : 
1) Dénombrement de la flore aérobie mésophile à 30° C, avec déter­
mination de la flore dominante. 
2) Dénombrement des Salmonella.
2.1. Méthode bactériologique classique (pré-enrichissement, enri­
chissement, isolement) : 
- pré-enrichissement sur eau peptonée tamponnée incubée 16-
18 heures à 37° C; · 
- enrichissement par repiquage du précédent milieu sur sélénite (S) 
et sur tétrathionate + novobiocine (1), incubés 24-48 heures, le premier 
à 37° C et le second à 43° C; 
- isolement sur gélose au désoxycholate-citrate-lactose (D.C.L.) 
incubée 24-48 heures à 37° C ; 
- repérage des colonies suspectes, repiquage et identification (bio­
chimique et sérologique) selon les méthodes classiques, utilisées ·en par­
ticulier à l'Institut Pasteur de Lille. 
2.1.1. par recherche dan� 10 g, dans 1 g et dans 0,1 g. 
2.1.2. par dénombrement à partir de chacune des dilutions déci­
males, effectuées de 10-2 à 10-s. 
2.2. Dénombrement direct par inoculation en surface d'un milieu 
sélectif (gélose D.C.L.). 
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2.3. Recherche et dénombrement, comme en 2.1.1. et en 2.1.2. 
mais en utilisant la méthode par immunofluorescence (à partir de S). 
Il s'agit donc d'un dénombrement des Salmonella très complet, stric­
tement expérimental, dont le protocole a été mis au point pour avoir le 
plus d'informations possible sur le devenir des cellules de Salmonella 
inoculées. Les détails de technique ont été exposés dans les travaux pré­
cédents [4, 5). 
RESULTATS 
Les résultats concernant la croissance à +6° C sont particulière­
ment intéressants et l'exemple rapporté ici est tout à fait caractéristique, 
le cas choisi étant GB + + + /S + ou S + + + (tableau 1, extrait de 
l'article de 1980 [1]) : 
TABLEAU 1 
Croissance d'un inoculum (faible ou élevé) de S. typhimurium 
et de la flore aérobie mésophile dans la viande hachée à + 6 ° C 
Salmonella 
------ - -
Temps d'incubation Flore aérobie S/D T/D mésophile par 1 g présence dans 
(gélose 
DCL) 




Avant inoculation 7,6 X 106 
Après inoculation 9 X 106 180 
24 h 19,8 X 106 189x 103 + + + 48 h 26,2 X 1()6 220X 103 + - + 72 h 30 X 106 35ox 103 + + + 4 j. 41,5 X 106 670X 103 + + + 
7 j. 90,6 X 1()6 900X 103 + + + 
Inoculum élevé 
Avant inoculation 64 X 106 
Après inoculation 36 X 106 1,46 X 1()6 
24 h 184 X 106 Coliformes + + + 48 h 184 X 106 143X106 - + + 72 h 840 X 106 269X 1()6 + - + 4 j. 1,15X1()9 Pseudo- + + + 
monas 
















Tous les autres résultats, relatifs à la croissance des bactéries, ou 
au dénombrement des Salmonella, aux différentes températures, exposés 
dans les publications antérieures [4, 5], ne justifient aucun rappel ici 
même; ils sont, en effet, du même type que l'exemple cité : à + 6 ou 
+ 10° C, ou bien ils sont parfaitement classiques : à + 25° C ou à 
0 - + 2 ° C, quel que soit le sérotype considéré. 
Par contre, les résultats négatifs obtenus au cours de la recherche . 
des Salmonella dans 10 g, 1 g et 0,1 g méritent d'être regroupés dans un 
tableau unique. Ils sont à considérer par séries de 80, 240, 320 et 
960 tubes, selon les combinaisons suivantes : 
a) 4 combinaisons GB - S X 4 températures X 5 prises {pour une 
souche - 1 poids) = 80 tubes; 
b) Idem a X 3 poids : 10 g - 1 g - 0,1 g (pour 1 souche) = 
240 tubes; 
c) Idem a X 4 souches : S. typhimurium, S. paratyphi B, S. ente­
ritidis, S. senftenberg (pour 1 poids) = 320 tubes; 
d) Idem c X 3 poids : 10 g - 1 g - 0,1 g = 960 tubes. 
Les résultats ainsi ventilés sont répertoriés dans le tableau Il. Il 
convient de rappeler ici que, pour tous ces résultats négatifs, il a été 
trouvé, pour chacun des échantillons de viande concernés, des nombres 
de Salmonella, le plus souvent très élevés : de 105 à 1 ()8 par 1 g [ 4, 5]. 
DISCUSSION 
Les points de détail ont été discutés séparément dans les publica­
tions fragmentaires précédentes [1, 4, 5]. Et, dans le présent mémoire, 
nous ne traiterons que des points qui ont une incidence au plan général, 
et nous envisagerons les données concernées de façon globale. 
Dans cette optique, deux sujets sont apparus essentiels : 
1) La croissance des Salmonella à basse température. 
2) La recherche des Salmonella dans 10 g, dans 1 g et dans 0,1 g. 
1) CROISSANCE des Salmonella à basse température. 
La multiplication constatée à + 6° C, comme à + 10° C, avec les 
4 sérotypes étudiés, est très bien explicitée dans l'exemple utilisé (tab. 1), 
exemple d'autant plus significatif qu'il s'agit de la température de 
+ 6° C. Les divers enseignements que l'on peut en tirer sont les suivants : 
1° Selon la valeur de l'inoculum (soit faible, soit élevée), la pro­
portion de la flore salmonellique par rapport à la flore totale est plus 
ou moins importante ; modeste dans le cas d'un inoculum faible : de 
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0,002 % (180 pour 9 X 106) à environ 1 %, dès 24 heures (189 X 103 
pour 198 X 1()1>) jusqu'à 7 jours (900 X 103 pour 906 X 105), elle 
devient conséquente et même parfois majoritaire dans le cas d'un ino­
culum élevé : de environ 4 % (1,46 X 106 pour 36 X 106) à 1,33 % 
(108 pour 7,48 X 109) après 7 jours, en passant par environ 53 % 
(108 pour 1,84 X 1 OS) après 24 heures, 77, 7 % (143 X 106 pour 184 X 
106) après 48 heures et encore 32,2 % (269 X 106 pour 840 X 10°) 
· après 72 heures, mais, quelle que soit la valeur de l'inoculum, la multi-
. plication de la souche de Salmonella est significative : de 180 à 900 X 
103 en 7 jours avec un inoculum faible, soit un facteur de 5 X 103, et 
de 1,46 X 1 C>6 à 269 X 1 C>6 avec un inoculum fort, soit un facteur· de mul­
tiplication de 2 X 102. 
2° La mise en évidence ou non des Salmonella sur une gélose 
d'isolement direct (D.C.L.) à partir de la denrée à analyser n'est pas 
nécessairement liée à l'importance relative de la population salmonel­
lique par rapport à la population totale. En effet, on peut aussi bien les 
trouver lorsqu'il y en a environ 1 % (inoculum faible, de 24 heures à 
7 jours), ou ne pas les trouver à 1,33 % (inoculum élevé, après 7 jours), 
alors que, si on met en évidence très normalement les Salmonella pré­
sentes au taux de 77,7 % ou de 32,2 % (inoculum élevé, après 48 heures 
et 72 heures, respectivement), il arrive qu'on ne les trouve pas quand 
elles sont au taux de environ 53 % (inoculum élevé après 24 heures). 
3 ° L'imprécision de la méthode décimale en milieu liquide est certes 
bien connue, pour des raisons évidentes. Dans le cas particulier, cette 
imprécision est bien montrée, tant avec un inoculum faible qu'avec un 
inoculum fort. On constate, en effet, les deux défauts majeurs de cette 
technique : absence de différenciation pour des niveaux cependant 
différents, d'une part, irrégularité dans les séries de résultats, d'autre part. 
2) RECHERCHE des Salmonella dans 10 g, 1 g et 0,1 g 
Pour l'ensàmble des 960 tubes examinés (tableau Il) au cours de la 
recherche bactériologique classique, et ensemencés avec 10 g de viande 
hachée, ou 1 g ou 0,1 g, 68 d'entre eux ont été trouvés faussement 
négatifs ( = 7 ,01 % ). Ce chiffre global est situé entre les chiffres partiels 
obtenus précédemment : 38 sur 480 ( = 7 ,91 % ) pour S. typhimurium 
et S. paratyphi B d'une part [4], et 30 sur 480 ( = 6,25 % ) pour S. ente­
ritidis et S. senftenberg d'autre part [5]. Il n'est donc en rien étonnant 
qu'il n'y ait pas de différence significative entre les deux ; le X2 obtenu : 
0,77 est, en effet, très nettement inférieur à 3,84, seuil de significativité 
pour une sécurité de 0,.95 OU 95 % selon les tables de FISCHER et Y ATES. 
Pour chacune des 4 souches examinées, le nombre de tubes négatifs 
est de 23 sur 240 pour S. typhimurium, 17 sur 240 pour S. enteritidis, 
15 sur 240 pour S. paratyphi B et 13 sur 240 pour S. senftenberg. La 
différence : 23/240-13/240, n'est pas significative (X2 = 2,45)� Les 
résultats obtenus sont donc homogènes et, par conséquent, on peut aftir-
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TABLEAU II 
Résultats Salmonella - négatifs en fonction de la souche, 
de la température et du poids de l'inoculum 
S. typhimurium S. paratyphi B 
-- - ---





-- - -· -
A 25°C 6 3 1 10 3 4 1 8 
A l0°C 3 1 2 6 3 1 0 4 
A 6° C 2 3 0 5 1 0 2 3 
A o +rc 1 2 0 0 2 0 0 0 0 13/80 7/80 3/80 23/24() 7/80 5/80 3/80 15124 0 
S. enteritidis S. senf tenberg 







A 25°C 6 3 1 10 4 3 2 9 
A l0°C 1 1 2 4 0 0 0 0 
A 6°C 1 0 2 3 0 0 0 0 
A 0-+2° C 0 0 0 0 1 2 1 4 
8/80 4/80 5/80 17/240 5/80 5/80 3/80 13/240 
10 g 1 g 0,1 g T 
S. typhimurium 13 7 3 23 
S. paratyphi B 7 5 3 15 
S. enteritidis 8 4 5 17 
S. senftenberg 5 5 3 13 
33/320 21/320 14/320 68/960 
mer que le nombre de tubes de 10 g, 1 g ou 0,1 g que l'on trouve faus­
sement négatifs, lors de la recherche des Salmonella par la bactériologie 
classique, pour des séries de 240 tubes, est semblable, quel que soit le 
sérotype (avec une sécurité de 95 % ). 
Par ailleurs, si l'on considère les chiffres de négatifs obtenus pour 
les 4 souches ensemble, mais par série séparée de 10 g, 1 g ou 0, 1 g; 
on constate qu'ils sont régulièrement décroissants : 33/320, 21/320 et 
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14/320 respectivement. Et, si les différences entre 10 g et 1 g d'une part, 
entre 1 g et 0,1 g d'autre part, ne sont pas significatives : les X2 ont 
une valeur, respectivement, de 2,44 et 1,08, la différence entre 10 g et 
0,1 g, par contre, est très significative, puisque le X2 obtenu : 7,43, est 
supérieur à 6,8, seuil de significativité pour .une sécurité de 0,99 ou 99 % 
(FISCHER et Y ATES). Cela veut dire que, pour des inoculums comportant 
un nombre élevé de cellules de Salmonella, mais aussi un nombre très 
élevé, et souvent plus important que celui des Salmonella, de bactéries 
banales,. on observe une tendance à la diminution des échecs de mise en 
évidence des Salmonella par la bactériologie classique, 'en réduisant la 
taille de l'inoculum. 
Cette notion, relative à la réduction de la taille de l'inoculum, est 
confirmée par le fait que, en diminuant encore davantage : par dilution dé­
cimale, l'importance numérique des.compétiteurs (en même temps que celle 
des Salmonella d'ailleurs), on n'observe plus aucun échec par la méthode 
de culture classique. Cela s'est vérifié pour toutes les séries, effectuées 
sans exception jusque 1 o-s, dans lesquelles un ou plusieurs tubes de 10 g, 
1 g ou 0, 1 g se révélaient être négatifs. Il a pu, même, être montré [ 4, 5] 
que, pour 55 tubes sur 68, le nombre de Salmonella mises en évidence 
dans les échantillons concernés était de 105 à 108 par gramme de viande. 
La donnée ainsi établie est d'autant plus importante que les nombres 
de Salmonella dont il est question sont ceux qui déterminent, à coup sûr, 
une toxi-infection alimentaire chez les consommateurs, quels qu'ils soient, 
lorsqu'ils absorbent une denrée contaminée à ce niveau. 
La décroissance des négatifs mérite d'être également considérée en 
fonction de la température. En effet, pour 3 sérotypes sur 4 (S. typhi­
murium, S. enteritidis, S. paratyphi B), on constate que, quel que soit 
le sérotype, quelle que soit la taille de l'inoculum, il y a diminution 
des négatifs au fur et à mesure que la température décroît : + 25° C, 
+ 10° C, +6° C, 0 - +2° C (tableau Il). Il en va un peu différemment 
pour S. senftenberg, puisque, à + 25° C, on observe, certes : 9 négatifs 
(sur 60), comme pour les 3 autres sérotypes : 10, 10 et 8, respective­
ment, mais on observe aussi 4 négatifs (sur 60) à 0 - + 2 ° C, contre 2, 
-0, 0, respectivement, et surtout : O négatifs à + 10° C et à + 6° C, alors 
que, pour les autres Salmonella, on relève : 6, 4, 4 (à + 10° C) et 5, 3, 
3 négatifs (à + 6° C), respectivement. Une telle observation ne paraît 
pas pouvoir être expliquée, compte tenu des données en notre posses­
sion. Cependant, l'essentiel reste valable : c'est à la température la plus 
·élevée ( + 25° C), c'est-à-dire celle à laquelle les Salmonella se multi­
plient le plus et le plus rapidement, que l'on observe le plus d'échecs 
{37 sur 240, pour 14, 11 et 6 aux autres températures, respectivement 
[tableau II]). La différence : 37 - 14, est très significative (X2 = 10,6).
Cest aussi à cette température que se multiplie le plus activement une 
flore compétitive très efficace pour empêcher la mise en évidence sur le 
milieu d'isolement des Salmonella présentes, à savoir : coliformes, Proteus 
hauseri ou Pseudomonas. 
· 
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C'est bien, d'ailleurs, au stade du milieu d'isolement que se situe 
le problème de la défaillance des milieux de culture pour Salmonella, 
car, pour 67 tubes sur les 68 trouvés négatifs par la bactériologie clas­
sique, l'immunofluorescence à partir du bouillon d'enrichissement au 
sélénite a été trouvée positive. On peut donc considérer que, pour · te 
68e tube, où l'immunofluorescence a été trouvée également négative, la 
défaillance de culture s'est produite a� niveau du milieu d'enrichisse­
ment. Mais, dans la quasi-totalité des cas, c'est bien au stade de l'isole­
ment que la méthode bactériologique classique produit un résultat faus­
sement négatif, ce qui se traduit, sur le plan pratique, par le fait capital 
que l'analyste conclut, dans ce cas, à l'absence de Salmonella. 
Outre la précision qui vient d'être rapportée, la technique d'immuno­
fluorescence a fourni, au cours de cette enquête, de nombreuses autres 
données, qui n'ont. pas encore été exploitées spécifiquement. Cela fera 
l'objet d'une publication ultérieure. 
Finalement, pour répondre à la question posée : « Quelle valeur 
accorder au critère : absence de Salmonella dans une denrée alimen­
taire?>, il convient de considérer que, telle qu'elle a été réalisée, l'expé­
rimentation présente traite des cas où la quasi-totalité des échantillons 
examinés renfermaient un très grand nombre de cellules de Salmonella 
par gramme de viande hachée. Cela est d'autant plus vrai que les résultats 
faussements négatifs enregistrés, en bactériologie classique, pour les 
tubes de 10 g, 1 g ou 0, 1 g, ont été d'autant plus nombreux que l'ino­
culum était plus fort, donc plus chàrgé en Salmonella. Or, en pratique 
courante, cela ne se produit pas ; les laboratoires ont généralement à 
rechercher dans les aliments des Salmonella qui sont, ou absentes le 
plus souvent, ou présentes en très faible ·quantité. La qualité des tubes 
trouvés faussement négatifs au taux de 7,01 % ne justifie donc pas, 
dans les conditions de l'expérience, la remise en caùse du principe de 
l'interprétation qu'il convient d'utiliser pour juger de l'absence de Sal­
monella dans une denrée alimentaire du point de vue de l'hygiène et 
de la salubrité. Mais,. le cas présent est caractéristique d'une situation qui 
existe réellement de temps à autre, c'est lorsque le laboratoire de bacté­
riologie des aliments doit rechercher les Salmonella dans une denrée, 
qui a provoqué une toxi-infection alimentaire ; dans ce cas, la denrée 
incriminée renferme de nombreuses Salmonella, et il y a lieu ·de tenir 
compte des enseignements de la présente étude. Faute de réaliser systéma­
tiquement des dilutions décimales de la suspension-mère de la denrée, 
ce qui pourrait être, dans certains cas, une charge trop lourde pour le 
laboratoire concerné, il est impérativement recommandé de pratiquer un 
isolement direct à partir de la denrée en suspension-mère sur une gélose 
d'isolement sélective, en plus de la recherche classique avec préenrichis­
sement. Ne pas pratiquer systépiatiquement un tel isolement direct pour­
rait constituer, dans quelques cas, une faute lourde. 
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CONCLUSION 
Dans un milieu favorable : la viande hachée de bovin, les Salmo­
nella peuvent être considérées comme relativement psychrotrophes, puis­
qu'elles sont capables de s'y multiplier encore à + 6° C. Il convient de 
tirer de ce fait toutes les conséquences qui s'imposent dans le domaine 
de la pratique quotidienne de l'inspection des denrées alimentaires. 
La recherche bactériologique classique des Salmonella dans 10 g, 
1 g ou 0,1 g donne des résultats faussement négatifs dans 7,01 % des 
cas (68 tubes sur 960), alors que les échantillons concernés contiennent, 
la plupart du temps, entre 105 et 108 Salmonella par gramme. 
Le sérotype de la Salmonella utilisée n'est pas en cause. Par contre, 
les résultats négatifs sont d'autant plus nombreux que l'inoculum est plus 
fort (dans 10 g) et que la température d'entreposage est plus élevée 
( + 25° C). La défaillance de culture se produit, dans la q�asi-totalité 
des cas, au niveau du milieu d'isolement. 
. La présente expérimentation ne permet pas de remettre en cause 
la doctrine appliquée à l'occasion de la recherche des Salmonella dans 
les aliments, mais, dans les cas de toxi-infection alimentaire, il est abso­
lument nécessaire d'ajouter aux recherches habituelles un isolement sur 
un milieu d'isolement sélectif, directement à partir de la denrée à exa­
miner. 
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